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1. Prelevarea si organizarea intr-o baza de date a probelor de os fosil necesare
INTEGRATE

Inceperea primei faze a proiectului nostru a constat in colectarea [atat pe teren, ct si in
colectia paleontologica a Institutului de Speologie ,,Emil Racovita” (ISER)] si pregatirea tuturor
probelor pentru analizele prevazute (izotopi stabili, uzura dentara, morfo-osteometrie si
radiocarbon). Mai mult, In timpul acestei etape, echipa a creat o bazd de date cu toate probele
disponibile (mandibule dreapta si nu numai), provenind de la mamiferele mari, descoperite in
depozitele speleale (Pleistocen superior), din situri din Carpatii Roméanesti.

De asemenea, toate probele de mamifere din Pleistocenul superior, din Romania, publicate
anterior, se regasesc in aceastd baza de date. Astfel, am integrat atat rezultatele anterioare, cat
si cele noi, generate in timpul proiectului, pentru a avea o imagine de ansamblu cat mai

apropiata de realitate, privitor la paleoecologia si extinctia mamiferelor mari din Carpati.

Foto 1. Ionut, Luchiana si Marius, pe teren in Muntii Trascéu,

unde au fost prelevate probe de fosile (Pleistocenul Superior)
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Foto. 2. Andra si Gabriela (voluntarele noastre) pregitesc pentru inventariere

mandibulele de urs de pestera, prelevate din Pestera cu Oase
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Fig. 1. Baza de date online (Google Drive) a INTEGRATE
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2. Fotogrammetria probelor de urs fosil

Au fost digitizate 3D un set de 55 de fosile iar metoda de digitizare 3D utilizatd a fost
fotogrammetria. Pentru fiecare fosila au fost inregistrate 294 fotografii, in format RAW, cu o
camera foto profesionala cu o rezolutie de 42 megapixeli. Setul de fotografii acopera obiectul
din toate unghiurile cu suprapunerile necesare reconstructiei 3D. Parametrii de fotografiere au
tinut cont de profunzimea de camp, pentru a mentine obiectul complet in zona de focus si s-a
asigurat o iluminare uniforma pe suprafata obiectului in toate fotografiile. Au fost folositi
martori de culoare si de balans de alb pentru redarea corectd a culorilor obiectelor.

Au mai fost folosite si sisteme de scalare pentru dimensionarea precisa a modelelor 3D
generate. Modele 3D au fost generate la calitatea maxima permisa de software-ul de procesare,
rezultnd, in functie de caz, modele 3D cu un numar de poligoane intre 2 si 6 milioane. Pentru
export si uz extern in aplicatii terte, s-a decis simplificarea modelelor la 1 milion de poligoane.
Texturile generate pentru informatia de culoare si interactiune cu lumina (diffuse si normal

maps) au fost stabilite la o rezolutie de 8K.

Fig. 2. Model digital al unei mandibule de U. spelaeus cu imagine suprapusa

Fig. 3. Model digital al unei mandibule de U. spelacus
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3. Osteometria mandibulelor de U. speleus

In cadrul acestei etape am efectuat masuratorile osteometrice pe mandibulele de Ursus
spelaeus si fauna asociata. Protocolul utilizat de noi este cel publicat de Tsoukala & Grandal-
D’ Anglade (2002), pentru specimenele de urs fosil. Acest protocol prevede, pentru mandibulele
analizate, un numadr de circa 90 de masuratori (30 pentru mandibuld si 56 pentru dinti). Am
utilizat sublere atat analogice, cat si electronice (acuratete de 0,02 mm). Demersul a vizat
obtinerea de informatii privitoare la paleoecologia speciilor analizate. Mai mult, aceste date vor
fi si parte a lucrdrii de disertatie a voluntarei noastre, Andra Ilie, masteranda a Facultatii de
Geologie si Geofizica (universitatea din Bucuresti).

Datele obtinute vor fi corelate, cu cele ce vor rezulta ulterior in urma analizelor de uzura
dentari, izotopi stabili (5'%0, §'3C, §*Ca, §*°Mg, §°Zn) si radiocarbon. La acestea se vor
adduga si datele de 8'°C si 8'°N, obtinute anterior pentru aceleasi fosile, din colagenul

mandibular.

Foto 3. Andra Ilie masurand mandibulele de Ursus spelaeus
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4. Analize de uzura dentara pentru M ai ursilor de pestera

Analizele de microuzura dentard furnizeaza informatii despre paleodieta ursului de pestera.
Felul in care arata suprafata dintilor (planul ocluzal), la nivel microscopic, este indicativ pentru
intelegerea tipologiei alimentelor ingerate in ultimele luni de viatd a animalului.

Impreuna cu voluntara noastri, Andra, am mulat suprafata ocluzali a primilor molari
inferiori, a 100 de ursi de caverna, din siturile pesterilor analizate, toate categoriile de varsta:
juvenili, subadulti si adulti. Aceasta ar putea fi cea mai mare populatie de ursi de pesterd care a
fost analizata prin intermediul analizei de microuzura dentara.

Tehnica de prelevare a constat in curdtarea probei, indepartarea sedimentelor cu ajutorul
acetonei si apoi a alcoolului (96%). Turnarea mulajelor s-a realizat cu ajutorul siliconului dentar
- cartuse Heraeus PROVIL novo (Vinilpolisiloxan sau VPS) si a kit-ului PROVIL novo.
Cartusele de silicon au fost cuplate la un pistol de aplicare. Dupa uscarea anvelopei de silicon,
am folosit PROVIL novo Putty pentru a crea o forma mai mare pentru a crea replicile pozitive
in urmatorii pasi.

Colaboratorul nostru, dr. Florent Rivals, profesor la Institut Catala de Paleoecologia Humana
i Evolucié Social (IPHES) din Spania, va efectua urmatorii pasi - realizarea replicilor pozitive

si analiza tipologiei micro-caracteristicilor dentare.

Foto 4 si 5. Curatarea suprafetei ocluzale cu acetona si alcool pentru a indeparta sedimentul (stanga) si
mularea molarului inferior 1(dreapta)
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5. Analize de izotopi stabili (Ca, C si O) si ablatie laser

100 de mandibule de urs de caverna, partea dreapta, din pesterile Ursilor, Oase, Muierilor si
Cioclovina, dar si din alte cateva situri, au fost selectate si transportate la Alba-lulia pentru
analiza izotopilor stabili. Practic, vom analiza oxigenul (5'0 din matricea de fosfat) si carbonul
(8'3C) din apatitul tesutului osos cortical, pentru a obtine informatii privind paleoecologia si
mediul ursidelor analizate, din Pleistocenul tarziu, din Carpatii Roméanesti. Laboratorul de
izotopi stabili, Terra Analitic, unde probele noastre vor fi supuse analizelor, este condus de

Montana Cristina Puscas.

Foto 6 and 7. Laboratorul Terra Analitic (stanga). Spectrometrul si analizorul de elemente, care vor fi

utilizate pentru probele din proiectul INTEGRATE (dreapta)

Aproape 90 de probe de os (N = 88) prelevate din mandibulele ursilor de caverna si ale
faunei asociate, din Carpatii Romaniei, au fost pregitite chimic pentru analizele §*Ca,
programate a fi efectuate pana la sfarsitul lunii octombrie, la Laboratoire de Géologie de Lyon,
Terre Planétes Environnement (Lgl-tpe), de la Ecole Normale Supérieure de Lyon (ENSL).

Rezultatele analizelor de $**Ca pe care urmeazi si le obtinem ne vor ajuta s intelegem mai
bine paleoecologia ursilor de pestera si a celorlalte specii contemporane (cerbi, ursi bruni, lei
de pestera, hiene de pestera, lupi) din perioada Pleistocenului superior, in cadrul INTEGRATE.

Analizele si rezultatele valorilor §**Ca indici o reducere a valorilor izotopilor grei de calciu,
la vertebrate, in comparatie cu sursele de hrand, de-a lungul fiecarei etape trofice si, prin urmare,
ne pot ajuta sa intelegem mai bine situatia neclara inca a dietei ursilor de pestera, din
Pleistocenul tarziu. Pe scurt, valorile ridicate ale §**Ca sunt tipice pentru speciile cu o dieti
predominant vegetariana (ex. cerb), in timp ce valorile mai mici caracterizeaza carnivorele (ex.
leul de pesterda). Pentru a face acest lucru, trebuie sa Indepartam toti constituentii din tesutul
cortical al mandibulei, cu exceptia Ca si apoi sa analizam continutul de Ca, la spectrometrul de

masd (MC-ICP-MS: Multicollector-Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometer).
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Foto 8 si 9. Gabricla introduce in baza de date mandibulele ce vor fi duse la Terra Analitic in Alba-
Tulia (stanga). Marius tdind mandibulele de urs pentru analizele de Ca (dreapta)

Prima etapa, la Lgl-tpe, a constat in cantarirea probelor (intre 2-3 mg fiecare), etichetarea,
atribuirea de noi numere de laborator si introducerea tuturor datelor nou obtinute in baza de
date a proiectului.

Pentru a elimina de toti constituentii tesutului osos cortical - compusi organici (colagen) si
anorganici (hidroxiapatit si elemente precum Fe, Sr, K, Mg, Zn), am aplicat un plan de lucru,
etapizat, urmand cel putin patru protocoale. (ex. X8, X12, Sr Spec). Fiecare protocol a permis
rularea unui lot de 22 de probe si a necesitat o zi de munca continua si solicitantd. La sfarsitul
zilei/protocolului probele au fost asezate pe plita incinsa (70-80 grade C), pentru ca acizii sa se
evapore peste noapte (pentru a putea in ziua urmatoare sa se indeparteze, prin alt protocol, alte
elemente). Fiecare etapa a protocoalelor a necesitat concentrare, pentru a evita contaminarea
probelelor, fie prin amestecandu-le, fie adaugand mult acid (acetic, nitric sau cloric).

In mod ideal, pentru 22 de probe de urs de pesterd, pentru a avea Ca pregatit pentru
spectrometrul de masa, am avut nevoie de o sdptamana intreagd de lucru (de la cantarirea
probelor pana la colectarea Ca 1n paharele de teflon). Spectrometrul necesita, in mod ideal, o
sdptamana suplimentara pentru a analiza patru loturi (88 de esantioane) si operatori cu inalta
calificare. Deci, teoretic, pentru 88 de mostre este nevoie de cinci sdptimani de munca continua.

Mai mult decat atat, lucrul intr-un mediu atat de stimulant, in afard de a Invata o multime de

informatii, ne-a ajutd sa ne construim reteaua de cercetare, unul dintre obiectivele demersului
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nostru general. Nu am fi putut face toatd aceasta munca fara ajutorul dr. Jeremy Martin si dr.

Sebastien Olive.

Foto 10 si 11. Cantarirea probelor cu balanta de 1nalta precizie Mettler Toledo XP26 (lizibilitate de la
0,001 mg; stanga). Marius efectuand protocolul X8. Levigarea Fe, Mg, Zn, Sr (dreapta)

Foto 12. Evaporarea probelor pe plita electrica

Laboratorul de Geologie din Lyon: Pamant, Planete si Mediu Incojuritor (LGL-TPE), al
Scolii Normale Superioare din Lyon (ENSL), reprezinta o platformd complexa, cu un profil
multi-disciplinar, care aduna cercetatori cu interese variate; de la studiul proceselor suprafetei
Pamantului, pana la cel al proceselor geofizice. Dr. Jeremy E. Martin, colaboratorul nostru, face
parte dintr-o echipd de cercetatori care se ocupd cu dezvoltarea si utilizarea instrumentelor

analitice, ca de exemplu, cea a spectrometrelor de masa. Expertiza lui cuprinde atat domeniul

10
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geochimiei, cat si cel al paleontologiei, cu un interes deosebit pentru reconstructii
paleoecologice si de mediu.

Puse impreund, ENSL si LGL-TPE reprezintd un mediu stiintific deosebit de propice
dezvoltarii studiilor interdisciplinare si colabordrilor.

Infrastructura LGL-TPE (UMR CNRS 5276), printre altele, este constituitd dintr-un
spectrometru de masa: trei multi-colectoare ICP-MS (Nu 500 HR, Neptune Plus and Nu 1700),
doi quadripoli ICP-MS (Thermo X7 CCT and Agilent 7500cx), un ICP-AES (iCAP 6000), un
spectrometru de masa cu lonizare Termica (TIMS, Triton Plus) si un sistem Excimer de ablatie
laser (rezolutie pana la 157 nm); un laborator steril, echipat cu diferite tipuri de hote, pentru

prepararea acizilor ultra-puri.

Foto 13 si 14. Inceputul lucrului pe sistemul Excimer de ablatie laser (stanga). Primele incercari de

analize cu Neptune Plus (dreapta)

Dupa o lund de efort sustinut, am reusit sd termindm toate cele patru protocoale chimice, de
levigare a calciului (Ca), pentru 88 de probe de os provenind de la ursii de pesterd si fauna
asociatd, din Carpatii Romaniei. Urmatoarea etapd a investigatiei va viza analiza variatiei
izotopice a calciului, utilizdnd spectrometrul de masa, in lunile ce vor urma. Astfel, vom avea
o colectie de date solida si pretioasa pentru realizarea obiectivelor INTEGRATE. Mai mult,
anul viitor suntem invitati la Lyon, sd continudm colaborarea, prin explorarea variatiilor
izotopice ale magneziului (Mg) din probele noastre (un alt indicator pentru paleodieta speciilor

fosile si actuale analizate).

11
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Foto 17. Noua generatie de spectrometru de masa, Nu 1700, in teste

In paralel cu lucrul la chimia Ca, am inceput ablatia laser pe sistemul Excimer, pentru analiza
elementelor-urma (ex. plumb; Pb) din tesuturile dentare ale ursilor carpatini. Rezultatele

preliminare sunt promitdtoare si vor fi subiectul unui studiu in colaborare cu partenerul francez.

12
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6. Datarea directa cu radiocarbon

Datarea cu radiocarbon este metoda principald de determinare perioadei in care au trait
speciile de mamifere din Pleistocenul Superior si Holocen, care fac obiectul studiului
INTEGRATE. Limita maxima de varstd pana la care poate opera aceastd metodd este circa
50.000 de ani. Pentru a interpreta mai bine rezultatele obtinute, privitor la paleoecologia ursului
de pestera si a faunei asociate, este indicat sa cunoastem, cat mai exact posibil, perioada in care
aceste animale au trait. Mai mult, cunoscand varsta absoluta a specimenelor studiate, putem
contextualiza/integra datele noastre (izotopi stabili, micro-uzura dentard, osteometrie etc) cu
datele de climad si vegetatie obtinute de alti specialisti, pentru aceeasi perioada. Astfel, vom
putea intelege mai bine paleoecologia speciilor si motivele pentru care unele au dispdrut iar
altele au supravietuit ultimei epoci glaciare.

Un numar de sapte probe de os si dinte (N = 7) apartinand speciei U. spelaeus au fost trimise
la datarea cu radiocarbon la ORAU (Oxford Radiocarbon Accelerator Unit), in vederea
confirmarii/infirmdrii unor rezultate obtinute anterior la PRL (Poznan Radiocarbon
Laboratory). In momentul de fati, acestea reprezinti cele mai tinere specimene de urs de pestera
din Europa si daca vor fi confirmate de ORAU, vom avea date suficiente care vor modifica
conceptia anterioard privitor la extinctia speciei. Aproximativ 1-2 g de material (din fiecare
proba) a fost tdiat si trimis spre datare. Pentru anul viitor sunt prevazute alte probe care urmeaza
a fi datate. De aceasta datd, la PRL, unul dintre vechii nostri colaboratori, din Polonia.

In continuare vom expune citeva elemente tehnice despre metodologia utilizati de ORAU,
pentru datarea cu radiocarbon. Masuratorile cu radiocarbon sunt dificil de facut cu precizie si
acuratete buna, deoarece carbonul este un element atat de abundent in mediu si este intotdeauna
posibila contaminarea cu materiale de o varsta diferita (in general, mai tanara). Din aceste
motive, metodele folosite intr-un laborator de radiocarbon trebuie sa fie riguroase, bine testate
si reproductibile.

Unitatea (ORAU) are patru spectrometre de masa cu izotopi stabili. Doud instrumente
Europa Scientific sunt utilizate impreuna cu sistemele automate de colectare a gazelor pentru
probele de radiocarbon. Alte doua (Finingan si Europa Scientific) sunt folosite pentru analiza
izotopilor stabili. Toate sunt, de obicei, operate in regim de flux continuu (unde proba este
transportatd intr-un curent de gaz He inert). Ele sunt configurate pentru a masura compozitiile
de carbon si azot si rapoartele izotopilor stabili. Preciziile sunt de obicei cuprinse intre 0,1 si

0,2 per mil pentru §'*C si 0,3 per mil pentru §'°N.

13
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Odata ce proba a fost procesata fie in dioxid de carbon, fie in carbon elementar (sub forma
de grafit). Proportia de atomi de radiocarbon din proba este determinatd de AMS (Accelerator
Mass Spectrometer).

Sistemul AMS de la Oxford a fost construit special pentru datarea cu radiocarbon de catre
High Voltage Engineering Europa BV. Instrumentul este proiectat pentru a oferi masuratori de
foarte mare precizie pe o baza de rutind. La ORAU, masuratorile se fac intotdeauna impreuna
cu sase standarde de compozitie cunoscuta si doud mostre de varsta cunoscuta. Masuratorile pe
standarde si pe materialul de varsta cunoscuta permit o verificare constanta a acuratetei datelor.
Concentratia de radiocarbon poate fi apoi utilizatd pentru a calcula varsta radiocarbonului a

probei (Sursa: https://c14.arch.ox.ac.uk/methods.html).
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Fig. 4. Probele INTEGRATE (U.spelaeus) trimise pentru a fi datate cu radiocarbon la ORAU (Oxford)

Inainte ca probele si fie tiiate si trimise spre datare la laborator, sunt efectuate o serie de
proceduri, in vederea documentdrii specimenelor. Prima dintre ele vizeazd identificarea
probelor. Practic, sunt analizate plansele de sapatura, contextele tafonomice si stratigrafice care
ne permit o evaluare a priori a materialului pe care dorim sa-1 datam. Odata identificate
probele, acestea sunt introduse in baza de date (numdr de inventar si toate atributele
osului/dintelui respectiv: sit, specie, tip os/dinte, context tafonomic, stratigrafic, varsta etc).
Urmadtoarea etapa constd in masurdtorile osteometrice si documentarea fotografica. Dupa
tdierea specimenului, acesta va suporta modificari ireversibile ale dimensiunilor si de aceea, se
impun masuri de documentare. Datele obtinute se introduc, de asemenea, in baza de date. In
functie de cat de solicitat poate fi un laborator de radiocarbon, durata de executie a Intregului
proces variaza Intre 12 sil4 saptdmani.
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Foto 18 si 19. Andra realizdnd masuratorile osteometrice (stanga) si lonut taind probele ce
urmeaza a fi trimise la datarea cu radiocarbon (dreapta).
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7. Diseminarea rezultatelor preliminare: pagina web/Fb, participari la manifestari
stiintifice
Inca de la inceputul proiectului INTEGRATE, una dintre priorititile asumate de citre toti
membrii colectivului, a fost realizarea unui site, cu interfata prietenoasa si moderna, transparent

si orientat catre livrarea de informatii cat mai actualizare (https://www.eris-integrate.com/ro).

Site-ul este bilingv (Romana si Engleza) si prezinta toate datele proiectului (obiective asumate,
membri, finantator, unitate-gazda, etc.) Pasul urmator a constat in realizarea unei retele de
sprijin a proiectului, reprezentata de cercetdtori eminenti (din tara si strainatate) din aria noastra
de activitate. Odata stabilite aceste contacte si un plan de actiune comun, acestia au capatat

statutul de colaboratori ai proiectului (https://www.eris-integrate.com/ro/collaborators). Mai

mult, pentru a disemina catre mare public informatiile si noutatile privitoare la progresele
INTEGRATE, am realizat un blog in care, constant, informdm cu date la zi si popularizdm

domeniul nostru stiintific (https://www.eris-integrate.com/ro/blog). Consideram ca stiinta

trebuie sa fie popularizata iar pentru acesta, oamenii de stiintd au o misiune/datorie in plus fata
de activitatea lor specificd, de cercetare. De asemenea, lucrdm la organizarea unui

workshop/simpozion (https://www.eris-integrate.com/ro/coming-soon-01) care va fi tinut anul

viitor, 1n intervalul septembrie-octombrie, la care vor fi invitati membrii proiectului si toti
colaboratorii. Ne propunem ca acesta sa fie un prilej de prezentare a tuturor rezultatelor obtinute
pana in momentul respectiv in cadrul INTEGRATE si de consolidare a relatiilor profesionale
cu colaboratorii.

Alaturi de site-ul proiectului INTEGRATE, am realizat o paginda de social-media

(https://www.facebook.com/ERISINTEGRATE), prin care dorim, de asemenea, apropierea de

marele public interesat.

Privitor la diseminarea 1n plan stiintific a datelor obtinute pana acum, in cadrul proiectului,
raportam participarea la doua conferinte:

1. Ionut-Cornel Mirea, Marius Robu, Alexandru Petculescu, Luchiana Faur, Laura Tirla,
Silviu Constantin. Late Pleistocene climate variability in the Southern Carpathians: Insights
from Muierilor Cave (Romania). Geographical Perspectives on Global Changes, 18-19
November 2022, Bucharest, Romania.

2. Jonut-Cornel Mirea, Marius Robu, Alexandru Petculescu, Marius Kenesz, Luchiana
Faur, Razvan Arghir, Vlad Codrea, Silviu Constantin. Reconstructing the evolution of
Muierilor cave system (Romanian Carpathians) during the last ~120 ka. Interdisciplinary
Archaeology: Methods, Studies, Results, 15-17 August 2022, Orheiul Vechi, Republic of
Moldova.
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Pe langa acestea, momentan, echipa lucreaza la elaborarea a doua manuscrise (aflate

intr-un stadiu avansat de redactare), care vor fi publicate anul viitor in jurnale stiintifice.
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